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Resumen  
El arsénico es un metaloide tóxico presente en gran parte de la corteza terrestre, debido 
a su fácil y casi imperceptible dispersión en el ambiente, contaminando principalmente 
aguas subterráneas en muchos países. Existen algunas formas para descontaminar 
estas aguas, pero los procesos resultan lentos y costosos. Se ha descrito el uso de 
bacterias para procesos de biorremediación del arsénico, debido a que algunas tienen 
la capacidad de metabolizar este metaloide y eliminar compuestos menos tóxicos. En 
el presente trabajo se evaluó la CMI de Bacillus subtilis, Bacillus pumilus y Bacillus 
licheniformis, en diferentes concentraciones de arsenato (1, 5, 10 y 50 mM), siendo 50 
y 10 mM en los dos primeros, mientras que en B. licheniformis no se llegó a determinar 
debido a que se observó crecimiento en las 4 concentraciones de arsenato probadas. 
Adicionalmente, no se observaron diferencias significativas en el perfil proteico obtenido 
por SDS- PAGE de B. pumilus en 0, 5 y 10 mM de arsenato. Por el contrario, en B. 
licheniformis se observó la expresión de una proteína de 25-35 kDa, en presencia de 
10 y 50 mM de arsenato. Estos resultados servirán de base para posteriores estudios 
que conlleven a entender mejor el metabolismo de arsénico en esta cepa de B. 
licheniformis. 
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ABSTRACT 
Arsenic is a toxic metalloid present in a large part of the earth's crust, due to its easy 
and almost imperceptible dispersion in the environment, contaminating mainly 
groundwater in many countries. There are some ways to decontaminate these waters, 
but the processes are slow and expensive. The use of bacteria for the bioremediation 
of arsenic has been described, because some have the capacity to metabolize this 
metalloid and eliminate less toxic compounds. In the present work the MIC of Bacillus 
subtilis, Bacillus pumilus and Bacillus licheniformis was evaluated in different 
concentrations of arsenate (1, 5, 10 and 50 mM), being 50 and 10 mM in the first two, 
while in B. licheniformis it was not determined because growth was observed in the 4 
concentrations of arsenate tested. Additionally, no significant differences were 
observed in the protein profile obtained by SDS-PAGE of B. pumilus in 0, 5 and 10 mM 
of arsenate. In contrast, in B. licheniformis the expression of a 25-35 kDa protein was 
observed, in the presence of 10 and 50 mM arsenate. These results serve as a basis 
for further studies that lead to a better understanding of the metabolism of arsenic in 
this strain of B. licheniformis. 
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 INTRODUCCIÓN 
El arsénico es un metaloide de color grisáceo que está ampliamente distribuido en la 
corteza terrestre, encontrándose como arsénico inorgánico, cuando está asociado a 
elementos como azufre, cloro y oxígeno; y como arsénico orgánico, asociado a 
carbono e hidrógeno. Alrededor de un tercio del arsénico presente en la atmósfera 
proviene de fuentes naturales como reacciones ambientales, actividad biológica, 
emisiones volcánicas, y el resto proviene de un amplio rango de actividades 
antropogénicas (Montoya et al, 2015) como la quema de carbón. 
El arsénico es utilizado como preservante de madera, y algunos compuestos 
inorgánicos eran usados como plaguicidas, aunque estos ya no son permitidos. Sin 
embargo, los compuestos orgánicos aún se siguen usando en la agricultura. Gran 
parte de estos compuestos son polvos de color blanco que no tienen olor ni sabor, por 
lo que la mayoría de las veces no se puede saber si está presente en el aire, agua o 
tierra. 
Es conocido que el arsénico inorgánico es tóxico para los organismos vivos, en 
especial para el ser humano, en el cual se han reportado muchos casos de 
alteraciones celulares como cáncer de pulmón, vejiga, y piel (Platanias, 2009). 
Existen dos formas más tóxicas en las cuales se presenta el arsénico: arsenito As 
(OH)3 y arsenato [AsO4]-3. El primero tiene capacidad de unión con grupos sulfhidrilo 
de los residuos de cisteína en las proteínas, lo que las inactiva y lo hace altamente 
tóxico. También actúa como disruptor endocrino mediante la unión a receptores 
hormonales e interfiere con la señalización de las células. Por su parte, la toxicidad del 
arsenato se debe principalmente a que puede sustituir al fosfato, pues posee una 
estructura análoga y, por consiguiente, puede inhibir la fosforilación oxidativa y entrar a 
las células a través del sistema de transporte del fosfato (Páez-Espino et al, 2009). 
Bacterias encontradas naturalmente en ambientes contaminados por arsénico pueden 
tener ciertas adaptaciones fisiológicas que les permiten desarrollarse en dichos 
ambientes. Conocer la respuesta fisiológica de estos microorganismos permitiría 
entender como ocurre el proceso de bioacumulación en las bacterias y utilizar este 
conocimiento para desarrollar biotecnologías que nos permitan reducir las 
concentraciones de arsénico. 
El objetivo de esta investigación fue determinar la concentración mínima inhibitoria del 
arsénico para tres cepas de Bacillus aisladas de efluentes mineros. Así mismo, 
analizar el perfil proteico en presencia y ausencia de arsénico de la cepa con mayor 
resistencia a esta molécula. 
 
MATERIAL Y METODOS 
La determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del arsénico en 
Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis 
Se reactivaron las tres cepas en estudio en placas Petri conteniendo agar nutritivo y se 
incubaron a 37°C durante 18 horas. De cada una de estas placas Petri se tomó una 
colonia y se inocularon en tubos con 5 mL de caldo BHI, para su posterior incubación a 
37°C durante 18 horas. 
Al día siguiente se prepararon 15 tubos con 5 mL de caldo nutritivo (para cada cepa) 
adicionando diferentes concentraciones de arsenato en cada uno, por triplicado. Las 
concentraciones utilizadas fueron: 0 mM (control), 1 mM, 5 mM, 10 mM y 50 mM.  
Una vez preparadas las distintas concentraciones de arsenato, se inoculó 100 uL del 
cultivo joven en cada uno de los tubos y se incubó a 37°C por 24 horas. Transcurridas 
las 24 horas, se anotaron los tubos con la menor concentración de arsénico que no 
muestrará turbidez (ausencia de crecimiento bacteriano). Esa concentración 
corresponde al CMI del arsénico para las cepas en estudio. 
 
Evaluación de los cambios de expresión proteica de las cepas de Bacillus con 
mayor resistencia al arsénico 
Se reactivaron las tres cepas en estudio en placas Petri conteniendo agar nutritivo y se 
incubaron a 37°C durante 18 horas. De estas placas Petri se tomó una colonia de cada 
una y se inocularon en 36 tubos (12 para cada cepa) con 5 mL de caldo nutritivo BHI, 
para su posterior incubación a 37°C durante 18 horas. 
Posteriormente, se centrifugaron los 36 tubos a 5000 rpm por 5 minutos y se descartó 
el sobrenadante. Así mismo, se prepararon 4 concentraciones de  arsenato, 20 mL de 
cada una. Las concentraciones utilizadas fueron: 0 mM (control), 5 mM, 10 mM y 50 
mM. Estas soluciones fueron filtradas utilizando filtros de 0.2 um, para luego repartirlas 
en los tubos con pellet bacteriano, adicionando 1 mL en cada uno. Los tubos se 
incubaron a 37°C por 24 horas. Transcurrido el tiempo establecido, se transfirió 40 uL 
de cada tubo a eppendorfs y se agregó 10 uL de Buffer muestra de proteínas (100 mM 
Tris-pH 8.0, 100 mM ME, 10 % glicerol, 2 % SDS, 0.04 % Azul de bromofenol). 
Finalmente, se calentaron las muestras en baño de agua a 90°C durante 3 minutos y 
se corrieron en SDS-PAGE. 
 
Búsqueda de genes en Bacillus relacionados con el metabolismo de arsénico 
Se realizó la búsqueda de genes relacionados con el metabolismo de arsénico en 
genomas de algunas especies de Bacillus, utilizando la base de datos KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) y para la obtención del peso molecular de las 
proteínas codificadas por estos genes se utilizó Prot Param Tool. 
 
RESULTADOS 
Determinación de la CMI 
La CMI observada fue de 10 mM y 50 mM en B. subtilis (fig. 1) y B. pumilus (fig. 2), 
respectivamente. En el caso de B. licheniformis, se observó crecimiento en todas las 
concentraciones de arsenato probadas (fig. 3). 
  
Fig. 1. Crecimiento de B. subtilis en diferentes concentraciones de arsenato. De 
derecha a izquierda: 0 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM y 50 mM. 
 
 
Fig. 2. Crecimiento de B. pumilus en diferentes concentraciones de arsenato. De 
derecha a izquierda: 0 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM y 50 mM. 
 
 
Fig. 3. Crecimiento de B. licheniformis en diferentes concentraciones de arsenato. 
De derecha a izquierda: 0 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM y 50 mM. 
 
 
Evaluación de los cambios en la expresión proteica en B. pumilus y B. 
licheniformis 
En el caso de B. pumilus no se observaron diferencias entre el control y las 
concentraciones de arsenato utilizadas (fig. 4). Por el contrario, en B. licheniformis 
se pudo observar la expresión de una proteína de peso molecular entre 25-35 kDa 
en presencia de arsenato (10 mM y 50 mM), mientras que en el control no se 
observó la banda de esta proteína. Además, la intensidad en la expresión de esta 
proteína fue mayor en 50 mM que en 10 mM. (Fig. 5). 
 
 
Fig. 4. Perfil proteico de B. pumilus en presencia de arsenato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. Perfil proteico de B. licheniformis en presencia de arsenato. La flecha roja indica 
la banda de una proteína expresada en presencia de arsenato. 
 
 Búsqueda de genes en Bacillus relacionados con el metabolismo de arsénico 
Se encontraron algunas proteínas relacionadas con el metabolismo de arsénico en 
genomas de Bacillus (Tabla. 1), en la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes). 
 
Tabla 1. Proteínas implicadas en el metabolismo de arsénico en Bacillus. *Proteína 
perteneciente a B. selenitireducens. 
 
La proteína ArrB se encuentra dentro del peso esperado para la proteína expresada en 
arsenato (fig. 6), por lo que existe la posibilidad de que se trate de una proteína 
homóloga 
 
DISCUSIÓN 
Dey et al (2016) determinaron la CMI para Bacillus aislados de Westbengal, India, 
observando el crecimiento de estos hasta en 450 ppm de arsenato, además describen 
la capacidad de esta cepa de oxidar arsenito a arsenato, siendo este último menos 
tóxico. Shardendu (2016) obtuvo una CMI de 8 mM para B. licheniformis expuesto a 
arsenato. Esta cepa fue aislada de Bengal Delta, India, reportada como la región más 
contaminada por arsénico de la Tierra (Shardendu, 2016). Según los resultados 
obtenidos, B. licheniformis mostró crecimiento en todas las concentraciones de 
arsenato probadas (1, 5, 10 y 50 mM), por lo que sería necesario probar 
concentraciones de arsenato mayores a 50 mM para determinar la CMI. Por otra parte, 
la CMI para B. pumilus y B. subtilis fue 50 y 10 mM, respectivamente. 
En cuanto a la proteína expresada por B. licheniformis en 10 mM y más notoriamente 
en 50 mM de arsenato, sugiere que esta proteína podría estar implicada en el 
metabolismo de arsénico, o expresarse en presencia de éste para otros fines. 
La identificación de esta proteína por espectrometría de masas ayudaría a entender 
mejor parte del metabolismo de arsénico en esta cepa de B. licheniformis. 
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